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Abstract 

A light spot is focussed on an angularly dispersive element via a hemispherical or semi-cylindrical glass or 
quartz prism (3), and a predetermined region of the sample (1) is illuminated at different angles. The 
angularly dispersive element is an adjustable reflector (4). The focussing optical system is a concave mirror 
(5). The angularly dispersive element, the focussing optical, system and the prism are in combination used to 
replace the condenser of a microscope. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(§) Vorrichtung zur tiefenaufiosenden Totalreflexionsfluorometrie mikroskopischer Proben 

(57) Eine Vorrichtung 2ur tiefenauflosenden Totalreflexions- 
fluorometrie mikroskopischer Proben wird beschrieben. 
Bei solchen Vorrichtungen wird ein vorgegebener Pro- 
benbereich unter variablem Winkel beleuchtet. Das bei 
der Total reflexion austretende evaneszente elektroma- 
gnetische Feld dringt dabei in unterschiedliche Ttefen der 
Probe ein und kann dort Moiekule zur Fluoreszenz anre- 
gen. Die erfindungsgema&e Vorrichtung stelit eine kom- 
pakte Beieuchtungseinheit dar, bei der ein Lichtpunkt auf 
einem winkeldispersiven Element iiber ein hemisphari- 
sches oder hemizylindrisches Prisma auf die Probe abge- 
bildet wird. In die Beieuchtungseinheit kann Licht beliebi- 
ger Lichtquellcn vom nahen ultravioletten biszum nahen 
infraroten Spektralbereich uber Multimode- oder Mono- 
modefasern eingekoppelt werden. 
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Beschrcibung 


Die Erfindung betrilTt cine Vorrichtung zur tiefenauflo- 
senden Totalreflexionsfluorometrie im Grenzllachenbereich 
mikroskopischer Proben gemaB dem OberbegrifV des An- 
spruchs 1. 

Totalreflexionsfluorometrie ist cin MeBverfahreh, bei 
dem cin aus einem optischen Medium 1 konunender Licht- 
slrahl an der Grenzflaehe zu cincm optischen Medium 2 to- 
tal reflektiert wird. Hierbei dringt cin evaneszenies elckt.ro- 
magnetische Feld in das Medium 2 ein und regt grenzflii- 
ehennahe Molekulc einer Probe zur Fluorcszenz an. Dicsc 
Ftuoreszenz wird mit einem Mikroskopobjektiv detekticrt. 
Die Eindringtiefe des evaneszenten eleklromagnetisehen 
Feldes andcrt sich mit dem Winkel des cingcstrahltcn 
Lichts, so daB Molekulc in unterschiedlicher Tiefe der Probe 
zur Fiuoreszenz angcrcgt werden konnen (D. Axelrod, J. 
Cell Biol 89: 141-145, 1981; J. S. Burmeistcr et al., J. 
Mlcrosc. 173; 39-51: 1994). In der Zellbiologic handelt es 
sich hierbei urn Fluorophore (z. B. Stoffwechselindikatoren, 
Tumormarkcr) aus dem Extrazellularraum, der Zytoplasma- 
membran, sowie den angrenzenden Bereiehen des Zytoplas- 
mas. Fine Auswertemethode zur tiefenauflosenden Totalre- 
(lexionsfluorornetrie ist. von B. P. Olveczky el al. (Biophys. 
J. 73: 2836-2847, 1997) beschrieben. 

Als Vorriehlungen zur Totalrellexionsnuorornetrie sind 
bekannt: 

1. mikroskopische Aufbauten rnit einem hochaperturi- 
gen Objekiiv und ringformiger Beleuchtung der Pro- 
ben, wobei der Bin sirahl winkel groBer ist als der 
G re nz winkel der Tolalreflexion (A. L. Staout and D. 
Axelrod, Appl. Opt. 28: 5237-5242, 1989). Hierbei ist 
jedoch keine Variation des Einstrahlwinkels und damit 
keine Tiefenauflosung moglich; 

2. Aufbauten, bei denen ein Laserstrahl an der Ober- 
tlache eines Glasprismas mit rechteckigem oder trapez- 
fdrmigeiii Querschnilt lolal reflektiert wird, wie u. a. 
von W. S. L. Strauss et al. beschrieben (Photochem, 
Photobiol. 67: 363 369, 1998). Hierbei verschiebt sich 
der Auftrcffpunkt des Lichts auf die Probe bei Verande- 
rung des Einstrahlwinkels, so daB die Tiefenauflosung 
an einem vorgegebenen Probenbereich nicht moglich 
ist; 

3. cin Scanning-Aufbau mit mchreren rotierenden 
Spiegeln und Platten (B. P. Olveczky et al., Biophys. J. 
73: 2836-2847, 1997). Dieser Aufbau ist. jedoch au- 
Berst aufwendig, weil zwei Spiegel und eine transpa- 
rente Platte gleichzeitig bewegt werden mussen, um 
den AuftreffpunkL des Laserstrahls auf der Probe bei 
Verandcrung des Einstrahl wink els konstant zu halten 

4. ein Aufbau, bei dem ein Laserstrahl liber ein hemi- 
zylihdrisches Prisma auf die Probe abgebildet wird, 
und der somit eine Tiefenauflosung vorgegebener Pro- 
benbereiche erlaubL (M. Oheim et al., Eur. Biophys. J. 
28: 91 101, 1999). Auch dieser Aufbau ist sehr kom- 
plex. Daruber hinaus ist er mil chromatischen Aberra- 
tioncn, bedingt durch die abbildenden Linsen behaftet. 
AuSerdern sind dicsc Linsen nicht fur jede intercssic- 
rende Wellenlangc geeignet. 


licht. Diese Aufgabe wird durch die im kennzeichnenden 
Teil des Abspruchs 1 angegebenen Miltel gelost. Dadurch, 
daB als winkcldispersives Element ein einstellbarcr Spiegel 
und als Abbildungsoptik ein Hohlspiegel verwendct wird, 

5 ist die Einsirahlung von Licht beliebiger Wellenlangc mog- 
lich, ohne daB die storende chromaiische Aberration oder 
unterschiedlichc Absorption des Lichts in Linsen auftreten. 
Gleichzeitig ergtbt sich der Vorteil eincs kompakten Auf- 
baus durch Faltung des Strahlcngangs. Gcgcmibcr der Ver- 
io wendung eines akustooptischen Modulators (B. P. Olveczky 
et al., Biophys. J. 73: 2836- 2847, 1997; M. Oheim et al., 
Bur. Biophys. J. 28: 91- 101, 1999) bleibt heirn cinstellbaren 
Spiegel die Strahlqualitat des eingestrahlten Lichts erhalten. 
Die erfindungsgemaBe Vorrichtung wird anhand derFigur 

15 nahcr erlautert. Die Probe 1 (Zell monolayer) befindei sich in 
Kontakf zum Objekttrager 2, der gemeinsam mit dem Gla- 
sprisma 3 einen Halbzylinder bildet. Objekttrager und Gla- 
sprisma sind durch eine dunnc Schicht einer Immersions- 
fliissigkeit optisch gekoppelt. Als winkcldispersives Ele- 

20 ment dient der einstellbare Spiegel 4, von dem ein Licht- 
punkt mit dern Hohlspiegel 5 iiber die Strahlumlcnkung 6 
auf die im Zentrum des Halbzylindcrs liegende Probe 1 ab- 
gebildel. wird. Diese Anordnung erlaubt, einen vorgegebe- 
nen Bereich der Probe 1 unter unterschiedlichen Winkel n zu 

25 beleuchten. 1st der Beleuchtungswinkel grofier als der 
Grcnzwinkel der Totalreftexion, so wird derLichlstrahl total 
reflektiert und in der Strahlfalle 7 absorb icrt. Die durch das 
evaneszente clcktromagnetische Feld in der Probe 1 ange- 
regte Fluoreszenzstrahlung wird mil dem Mikroskopobjek- 

30 tiv 8 aufgenommcn und anschlieBend raumlich, spektral 
und/oder zeitlich aufgcldst erfaBl. Der Etnstrahlwinkel und 
damil die Eindringtiefe des evaneszenten eleklromagneli- 
sehen Feldes wird durch die Stellung des cinstellbaren Spie- 
gcls 4 beslirnmt. Dies erfolgt iiber den Schrittmotor 9 und 

35 die aufgesetzte Kulisse 10. Im Ausfuhrungsbeispiel handelt 
es sich hierbei um einen schrag geschmtlenen Zy Under, der 
beim Umlauf des Schrittmotors iiber einen Hcbei It einen 
sinusfbrmigen Vorschub des einstellbaren Spiegels vcrur- 
sacht. Durch Positionierung des Schrittmotors ubcr einen 

40 angeschlossenen Rechner kann dieser Spiegel und damit der 
Einstrahl winkel eingestellt werden. Durch diese Ausgcstal- 
tung des Spiegelstelltriebs wird enuoglieht, daB der Spiegel 
nicht iiber den Winkelbereich der Total re flex ion hinaus be- 
wegt werden muB. 

45 Die liinkopplung des Lichts der Lichtqueile 12 (Spek- 
trallarnpe oder Laser) erfolgt ubcr eine Mu Id mode- oder 
Mononiodefaser 13, sowie eine daran angepaBte Kollima- 
lorlinse 14, deren hinterer Brennpunkt am Faserende liegt. 
Das eingekoppelte Licht fallt somit als Parallelstralal auf den 

50 einstellbaren Spiegel. Faserende und Kollimalorlinse sind in 
einen Adapter 15 integriert. Hicrfiir bietct die Beleuchtungs- 
einheit eine zentrierbare Aufnahme, die die Einkopplung 
zahlreicher Lichtquellen im sichtbaren, nahen ultravioletten 
oder nahen infraroten Spektral bereich erlaubt. Bedingt 

55 durch die geringe Anzahl der notwendigen Komponenten 
und die Faltung des Strahlcngangs laBt sich die Beleuch- 
tungseinheit derart verklcincrn, daB sic ans telle eines Kon- 
densors an ein Mikroskop ansetzbar ist. 


60 


Im Gegensatz hierzu licgi derErfindung die Aufgabe zu- 
grundc, cine Vorrichtung zur tiefenauflosenden Total reflexi- 
on sfluorometric im Grenztlachenbereich mikroskopischer 
Proben bei vorgegebenem Probenbereich zu schalfcn, die 65 
eine kompakle Binhcir bildet. an ein vorhandencs Mikro- 
skop ansetzbar ist und die Einstrahlung iiber den gesamten 
durch die Tolalreflexion bedinglen Winkelbereich ermog- 


Patenlanspriichc 

1. Vorrichtung zur tiefenauflosenden Tolalreflexions- 
lluoromctrie im Grenzllachenbereich mikroskopischer 
Proben, bei der ein Lichtpunkt auf einem winkeldisper- 
siven Element iiber cin hemispharisches oder hemizy- 
lindrisches Glas- oder Quarzprisma abgebildet wird, 
und cin vorgegebener Probenbereich unter verschiede- 
nen Winkel n beleuchtet wird, dadurch gckennzeich- 
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net, daft das winkeldispersive Element em einstcllbarer 
Spiegel ist, die Abhildungsoptik ein Hohlspiegel ist, 
und daB winkcldispcrsives Element, Abbildungsoptik 
und hemispharisches oder hemizylindrisches Prisma 
zusainmcn anstclle eincs Kondcnsors an ein Mikroskop 5 
angesci/.t sind. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1 dadurch gekennzeich- 
net, daB ein hemispharisches Prisma vorgesehen ist, 
das bcira BinslcUvorgang des Prpbenhcreiehs mit 
Durchliehtmikroskopie ftir die Beleuchlung verwendet 10 
wird. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 dadurch gckennzeich- 
net, daB der einstellbare Spiegel in seinem Drchwinkel 
in einem durch den Winkelbereich der Tolalreflexion 
vorgegebencn Bcreieh cinstcilbar ist. 15 

4. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spruche dadurch gekennzeichnet, daB als Lichtquelle 
Laser oder Spcktrallampen in einem Spektralbereieh 
vom nahen Ultra violett bis zum. nahen Infrarot ver- 
vvendbar sind. 20 

5. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche dadurch gekennzeichnet, daB die Lichtein- 
kopplung iiber eine Monomodc- oder eine Multinipde- 
faser mil. jeweils daran angepaBtcr Kondensorlinse er- 
folgt. 25 
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